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1
.
はじめに
1990年代はじめ に始ま っ た ヒ トゲノ ム プ ロ ジ ェ ク ト は,
途中誕生した1 U Sベ ン チ ャ ー で あ る セ レ ラ ･ ジ ュ ノ ミ
ク ス社と の競い合い の中で , 2000年の今年6月 ヒ トゲ ノ
ム の解読をはぼ完了した ことを発表するなど大き1j:成果
をみせた1). しかし, こ れらの成果lも セ レ ラ社の 場合
は別として , 国家的規模の資金や国家間の 協力に よ っ て
もた らされた い わゆるビ ッ グプ ロ ジ ェ ク トの結果で あ っ
て ,
一 研究室単位で で きる プ ロ ジ ェ ク ト で はな い . 小さ
な規模の 研究室で も, そ こ だけ であ る程度の ゲノ ム の網
羅的な研究が で善る方法杜な いも の であろうか . そ の よ
うな観点か ら, 私は こ こ で Restrictio nLa ndm ark Ge-
no mic Scanning(R L G S)l 写)と呼ばれるゲノ ム 解析方法
に つ い て簡単に紹介する ことにした. 本稿が真菌医学研
究者を含むで きるだけ多くの人の研究の 一 助ともなれば
幸甚で ある.
2. R L G S法の特徴と原理
R L G S法 は, ゲ ノ ム 上 の 制限酵素部位 (re8tric七ion
la ndm a rk) を標識して , ゲ ル ス ポ ッ ト として視覚化し,
一 度 に数千個の廃位をス ク リ ー ニ ン グで きるように した
もの で ある. 以下 に R L GS法の 利点とし て ど の ような
もの があるかを示す.
1) 一 度 に 2千か ら3千個の ゲ ノ ム 上 の座位を視覚的
に ス ク 1) - ニ ン グで きる.
2) プ ロ ー プや プ ラ イ マ ー が 不要で ある ことか ら, す
べ て の 生物 (DNA を遺伝情報とする) に適用で き
る.
3) 用い る制限酵素を変え る こと に より, ス ク リ ー ニ
ン グの精度をあげる ことが で きる .
4) 定量性がある (ラ ン ド マ ー ク の コ ピ ー 数をス ポ ッ
ト強度か ら&lJ定で き, haploid とdiploid とを区別
で きる).
5) メ チ ル化感受性の制限酵素をもちいる ことに より,
ゲノ ム上の メ チ ル化を検出できる. 特に G C-rich な
配列を罷和する制限酵素を用い れば, CpG ア イ ラ
ン ドを特異的に ス ク ]) - ニ ン グで きる1
J)
.
6) R L G Sを c D N A に適用する ことにより. 多数の
遺伝子の発現を 一 度 に 同時に定丑的に検出で垂る
(R L C S法)占).
従 っ て , 本法を用いれば遺伝解析やポジ シ 訂 ナ ル ク ロ ー
ニ ン グな どの高速化u ･8), 転写に関係して いる CpG アイ
ラ ン ドの メ チ ル化の検索& t … ), 癌化な ど で み られる増
晩 欠失などの コ ピ ー 致の変化の 検索& u ), 適伝子発現
の検索5)な ど. 多くの応用が考え られる . ま た, D N A
を用い た生物で あれぱあらゆる生物に通用できる ことは,
R LGS法の大幸な特徴で ある.
Ge nomic Sc& ning と いうの は, ゲノ ム上の ラ ン ドマ
ー
ク (la ndm ark) の有無を高遠に サ - ベ イ し, 検出され
た各座位の コ ピ ー 数を測定する ことと定義きれ卑
は'
･ も
ともと はゲノ ム D N Aの全林に わたっ て ど こ が どの よう
な物理的状態であるれ で きれば配列情報を含めて を -
軌 こ して知りた い と い っ た考えからきて い る. こ の目療
ヘ の 最初の試みは, 大腸菌の ゲノ ム D N A を制限酵素処
理して 得られた全 D N A断片を2次元電気泳動で分離し,
ェ チ ジ ェ ム ブ ロ マ イ ド染色に よ っ て 視覚イヒした実験であ
ろう u ). しか しながら, 大腸菌の ゲノ ム (4.64 M bp) に
比 べ て格段に サイ ズの大きい ゲ ノ ム の ような場合に は,
状況が変わ っ てくる . 大腸菌 D N Aと同量の D N Aを用
い て実験をするとすれぱ, ゲ ノ ム サ イ ズが大きくなれば
な るはど ハ ブ ロ イ ドあたりの コ ピ ー 数 (分子数)は減少
して しまう. ヒ ト ･ マ ウ ス などの 高等動物の ゲノ ム サ イ
ズ は3000 M bp [1 コ ピ ー / ハ プ ロ イ ドに相当する DN A
は0.5 atto m ol(5 Ⅹ10‾19 m ol)ヨ7)] で あり, 1 ス ポ ッ ト
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あ狩り甲D N Aの 分子数 は格投に減少して しまう. ま た
ゲノ ム サ イ ズが大きくなると gap や nickも入りやすく
そ れだけ パ ッ ク グ ラ ン ドも高ま っ てくる. だか らとい っ
て 使用する D N A量を100倍とか100倍に 増やせ ぱよ い
と いうもの で もな い . そ こ で , ゲノ ム 上 に ラ ン ド マ ー ク
と い う特定の 目印をつ け, ゲノ ム 上のすべ からくをス キ ャ
ンする の で はなくて , ラ ン ド マ ー ク の 情報の み を ス キ ャ
ン し ょ うとするア プ ロ ー チ が試みられるように な っ て き
た
.
そ の た め に は R L G S法の ように ラ ン ド マ - ク の シ
グナ ル と座位とが1 : 1の 対応をして い る こと, 廃位が
視覚化できる ことな どの他. 次 の ような条件が求められ
る13).
1) 高い再現性がある.
2) 高速に多くを同時に ス キ ャ ン する ことが できる
(m l山iple x s c an nizlg).
3) 各座位に おける ラ ン ド マ - ク の シ グナ ル か ら そ の
コ ピ ー 数 を測定で きる .
4) 操作が簡便で ある (ロ ボ･ty ト化も可能).
5) ス キ ャ ン で き る座位数を拡張で きる .
6) すべ て の生物種に適用できる.
7) 技術やそれ で得た情報を他者に伝え る ことが で き
る.
8) 遺伝的多型性を検出する ことが で き る.
ラ ン ド マ ー ク を最初に視覚化した技術は, サ ザ ン ハ イ
プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 であ っ た 14). こ の 技術 は, 特定の
配列をもつ壊諭した D N A断片をプ ロ ー プと して , ハ イ
プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行う こと に より, ゲ ノ ム 上の 特定
の座位を特異的に検出するもの で ある. ま た, よく使用
古れる.PC R法
15)も ラ ン ド マ ー ク視覚化手法の 一 つ で あ
るが, これ もプ ライ マ ー の 配列特異性 に よる ハ イ プリ ダ
イ ゼ - シ ョ ン に よ っ て 特定 の座位の検出を行うもの であ
る. しか し, これらの技術はいずれも基本的に は1 工程
1座位の検出しか できな い . V N T R やIA Pな ど の 繰り
返 し配列を利用 した D N Aフ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ
法L8)や A hl-P C R法17)な どの よう に, 1 ユ 寝 で1度 に多
数の座位を検出す る
J
い わゆる m ultiplex s c an ning も,
ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン や PCRを基本原理と して 考案
されて はい るが, こ の場合も用い る こと の できる繰り返
し配列の種類などに制約があり, ス キ ャ ン ニ ン グの精度
に はどうして も限界がある .
表1 ラ ン ド マ ー ク (L M) の 種類とそ の視覚化の手法(文献37か ら引用, 一 部改変)
L M視覚化 の 手法 サ .ず ン 法 P C R 法 R L G S法
･ PI,C S法
IJ M の 認識 I) N A･ R N A ブロ ー プ P C R プ ラマ ー 制限酵素
L Mの 種類
ブ ロ ー プ が 級青執す るゲ ノ ム
上 の 配列
正選 一 対 の プ ラ イ マ ー に扶
まれた DNA の 塩基配列
制限酵熟与よ る罷敵部位
座位の 検出方法
プ ロ - プ との ノヽ イ ブr) ダイ
ゼ - シ ョ ン
プ ライ マ ー の ハ イ プ 1) ダイ
ゼ ー シ ョ ン と P C R
制限鮮兼に よ る認識と切断
視覚化の再現性
ハ イ プ ]) タイ ゼ - シ ョ ン の
条件に よ っ て 出現 バ ン ド数
が変わ る こ とが あ る
P C Rの 条件 (温度灸件な
ど) で出現 バ ン ド数が変わ
る こ とが あ る
優れた再現性
高速 ス キ ャ ン ニ ン グ髄
1座位/ ハ イ プ リ グイ ゼ ー
シ ョ ン/ 繰り返し配列 に よ
る ハ イ プ 1) ダイ ゼ ー シ ョ ン
で は複数座位の検出も可
1廃位/ PCR 反応, 繰り
返 し配列 に よ る場合に は櫨
数座位の検出も可
2000 から3000座位/ ゲ ル
コ ピ ー 数の 判定
不能 不能 ス ボ ヮ トの 強度から判定可
diploidと haploidも 区
別 で 善 る
簡便性 簡便 簡便 最初操作に熟練を要す る
ス キ ャ ン で きる座便数
プ ロ ー プ 数 に限定される プ ラ イ マ - 数に 限定される 制限酵素の 種類を変え る こ
とで拡張で き る
生物種 へ の 適 用性
ブ ロ ー プ由来の 生物に限定 プ ラ イ マ ー 由来 の 生物 に 限 D N A をも つ 生物な らす べ
さ れる 定され る て 通 用可
技術とデ ー タの 移毛 キ ッ ト化されて い る キ ･ソ ト化さ れて い る 市販装置あり
多型性
V N T Rな ど の ブ ロ ー プ で マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト D N A 制限酵素部位 で の 多型, ス
多型 が み つ か る こ と が 多い の P C R な ど で多型 が み つ
か る
キ ャ ン で き る座位が多 い の
で 多塾も結構み つ か る
分析に 必要 な I) N A皇 3 LLg/lan e 数 ug SILピ/gel
42 千葉大学 真菌医学研究セ ン タ ー 報告 第4巷 2000
R L G S法札 すで に述 べ た ように ゲノ ム D N A上の 制
限酵素で切断された制限酵素認識部位をラ ン ド マ ー ク と
して 直接末端標識し, それを高分解能の 2次元電気泳動
法で 分離解析 する方法 で あ る . R L C S(Re striction
I,a ndm a rk CDNA Sc a rming) 法
8'はゲ ノ ム DNA の代
わりに C DN Aを対象に した RLG S法で ある. こ れ らは
いずれ も, 制限酵素の 認織切断部位をラ ン ド マ ー ク と し
て視覚化したものセあり, 表1 に示されるように, 他 の
ラ ン ド マ ー ク視覚化の手法と比 べ て優れて い る点が多い.
特 に 両者 は再現性や高速 ス キ ャ ン ニ ン グ髄に 優れ ,
diploidとhaploidとを区別する こと もで きる定量性 が
あり, ま た繰り返しとなるが, プ ロ - プを用い な い こ と
からす ベ て の DNA生物に適応できる こ主な ど特筆す べ
き点が多々ある. た だ装置の取り扱い には当初熟練を要
するな ど簡便さに やや難点があるもの の, 操作 に慣れて
しまえばこれも問題とはならな い .
R L G S法で 大きなゲノ ム サ イ ズをもつ 高等動物ゲノ ム
の解析が可能と1j: っ た要因と して は次の ような ことが考
えられるIB).
1) 8塩基認識酵素や低頻度切断酵素の 登場
従来の 6塩基認識制限酵素で 3000 M bもの ゲノ
ム D N Aを切断すると, 70万以上の D N A断片が生
じてくる計算に なる. こ れで は明解な シグナ ル を得
ることな どと て も不可能で あると容易に想像されよ
う. しか し, 8壇基以上を認識して切断する制限酵
素が登場し, 大きなサイ ズの ゲノ ム DNA で も適当
な数に切断でさる ように なり, 電気泳動に よる シ グ
ナ ル の分離も可憐と な っ た. NotI の ような場合に
は8塩基認識酵素で且 つ 低頻度切断酵素 (rarecut
terと呼ばれる) で もあ っ て ,.平均鎖長1 M bp程度
の 断片が生じる の で, そ の数 は3000個程度の断片と
な る
.
2) 高分解能2次元電気泳動法の 開発
1次元目の 電気泳動と して , 薄層ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電気泳動法や,_
デ ィ ス ク ア ガ ロ ー ス 電気泳動法を使
え るよう に なり, 2次元目の高分解能ポリ アク リ ア
ミ ド電気泳動法と ともに R L G S電気泳動法が確立
された｡ 最近で は R LG S用2次元電気泳動装置とし
て市販品を入手する ことが で きるま で に な っ た.
3) プ ロ ッ キ ン グ法の 開発
同 一 真 の D NA がある場合に, 大きなゲ ノ ム サ イ
ズ のもの はど コ ピ ー 数 が減少する ことほすで に述 べ
た. - 方放射能取り込みなど の棟識時に おける バ ･y
ク グラ ン ド は, D N Aの nick や g&p ある い は 2本
鎖そ の もの の切断と い っ た非特異的損傷部位 へ の取
り込み に起因して おり, ゲノ ム サ イ ズ による影響は
1j:い . こ の こ と はゲノ ム サ イ ズが大きく なる は ど
s/N比が低下し, ゲノ ム サ イ ズ が10 0 M b以上に な
ると, シ グ ナ ル を検出ことは困難で あると言われ て
い る . そ こ で, 放射活性の非将異的取り込みを抑制
する ブ ロ ッ キ ン グ法が開発された. そ の 原理はあら
か じめdid80 ⅩyntlCleotide の 7
'
ナ ロ グを DNA の択
傷部位に取り込ませ, 実際の放射活性の取り込みが
非特異的損傷部位で生じない よう にするもの である.
特 に, dideoxy- [a ･thio]nucleotide (S原子が,
a位の P原子に配位して い る.) を用
い る と, 榛識
の 際の D N A ポリメ ラ ー ゼ の 3
J
exo nll Cle aBe活性に
よる影響を受けなくなり, より効果的で ある.
ま た, R I+GS法 で は最初か ら高品質の D N A模品
を用い る こと 札 改めて 言うまで もな い c 良質 の
D N A標品を得る ため に は, 平均鎖長が長い D NA
で あ る こ と, nick やgap ある い は2本鎖その もの
の切断とい っ た 罪特異的挽償却位が少な い こと,
パ ッ クグ ラ ン ド を上げる10kb以下の D N A断片を
含まな い こ とな どに骨草し, D N A標品を調製する
際に は, endo nucleas eに よる D N A
■
の分解などを極
力避ける必要がある,
実際 に RL GSを行う工 程として は. 図1 に示す
ような8 工程が ある L8).
a) プ ロ ッ キ ン グ
すで に述 べ たように D N Aの非特異的祝儀部位
に非特異的に放射活性が取り込まれない よう に す
る. D ide o xy-[a -thio] n tl CeotidB な ど を DNA
ポリ メ ラ ー ゼ で取り込ませ て おく.
b) 制限酵素Aに よる切断 (制限酵素 ラ ン ドマ
ー ク)
ラ ン ド マ ー ク と なる制限酵素部位を切断する工
程で ある. 用 い る制限酵素は, 制限酵素部位の ゲ
ノ ム 上で の出現頻度やメ チ ル 化感受性などを考慮
して選択する ことが で き る . 出現頻度や切断断片
の サイ ズ に よ っ て は, (a) の 制限酵素 B に よ る
工程を省略する こともで きる.
c) 制限酵素ラ ン ド マ ー ク の 模誠
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制限酔東部位A(ラン ドマ ー ク)
㌘l l
Ⅹ1 x2
一 寸 H =
B･C は各 々制限辞東部位B,Cを表す
yl y2
l ブロッキン グ(ヌクレオチドアナロ グをもち いる)
l 制限帝兼A による切断(ランドマ ー ク)
l ランドマ ー クa)額披(アイソ ト プ･cの 確執● ▲)
∃堅主立 ▲主 = 基 生
制限群集Bによる切 断
1次元 目 t 気泳動(o.8-1%アガ ロ ー ス ゲ)i,)
制限静兼cl=よる切断(in situゲル で行う)
2次元 目t 気泳動(5-6%ポリアクリアミドゲル)
l
a
東
城
～
正l
lR
駕
”
＋
yl
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図1 RLG5 法 の 概 略 図
A) 1次元泳動装置
44
@ - )
xl x2
オ ー トラジオグラフイ ー
J,--･tL
･ブ津
野
.｡
B)
図2 RL G S用 ゲ ル 電 気泳 動 装 置
2次元泳動装置
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表2 嘱乳動物メ チ ル化感受性制限酵素と非感受性制限酵素の例 (文献18 から引用)
8 h'■C G･in s e n sitiv e e n zym e
Pa c1 5
'
A A T T A A T T 3
'
見〃aI 5
'
A T T T A A A T 3
'
Ss eB38 71 5
'
C C T G C A G G 3
r
P m e1 5
'
G T T T A A A C 3
'
n JQ
C G- S e n sitiv e en zym e
N otI 5
'
G C G G C C GC3'
a/ilp 5
'
G G C C N N N N N G G C C 3
'
Fs e1 5
'
G G C C G G C C 3
'
csp1 5
'
C G G(A/T)C C G 3'
M lu1 5
'
A C G C G T 3
'
As c1 5
'
G G C G C G C C3
'
B8 SE l1 5
'
G C G C G C 8
'
ClaI 5
'
A T C GA T 3
'
.X hoI 5
'
C T C G A G 8
'
Ec o521 5
'
C G G C C G B
'
SalI 5
'
G T C G A C 3
'
NarI 5
'
GG C G C C 3
'
Nu r1 5
'
T C G C G A 8
'
RsT･ⅠⅠ 5
'
C G G(A/T)C C G8'
■
榛織の 方法は, 制限酵素処理 で得られた D NA
断片の 末端の形状に よ っ て 異な っ てく る. 5
' 突
出末端の場合に はSequeTla S eVe r.2 な どを用い て,
[α -3?]de oxyn u cleotid8 で filling反応を行う .
3
' 突出末端または平滑末端の場合 に は, te rTnin al
deo xynucle otidyltransfe ra B elj:どを用い て D N A
の 3
' 末端 に[a - 82Pコde o xyn ucle otideを取り込ま
せる .
d) 制限酵素B による切断
標諭したラ ン ド マ - ク をも つ D NA断片を更に
適当な鎖長に切断する工程である. た とえば制限
酵素A と して r a r e clユtter で ある Not Iを用い た
場合, 得られ る D N A断片の平均鎖長は1 M bで
ある. こ の よ うな長い D N A断片の場合に は, 刺
限酵素A に比 べ て より出現頻度の高い部位を切断
する制限酵素B (たとえば6塩基認敦制限酵素)
を用い て , 標識D N A断片を更に切断し. 1次元
ゲ ル電気泳動で の分離が で きる よ う に する. 制限
酵素Aに対して haploidあたり約6000個以上の 制
限酵素認識部位がある場合 (平均姐長は500bp以
.
下) に は, 木工程は省略される場合もある.
e) 1次元目ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動 水平薄層 ス
ラ ブゲ ル や垂直型デ ィ ス ク ゲ ル (囲2A) が用 い
られる.
■
D N A断片 は制限酵素部位 A からB ま
で の鎖長■(図1の Ⅹ1 な らび に Ⅹ2) に従 っ て分離
される.
f) in situ ゲ ル で の制限酵素 Cに よる切断
泳動後の 1次元ゲ ル を そ の まま 制限酵素C で
処理する. 制限酵素C は, 通常制限酵素B より
も認識部位がより高頻度に出現する制限酵素の申
か ら選ばれる.
g) 2次元目ポリ アクリ ル ア ミ ドゲ ル電気泳動
前記工程で得られた ア ガ ロ ー ス ゲ ル を2次元目
ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル( 図2 B)に装着す る .
D N A断片は制限酵素部位A からCま で の 鎖長
(図1の yl ならびに y2) に従 っ て 2 k bか ら70bp
の 範既の ものが分離される.
h) オ ー ト ラ ジオグラ フ イ - ･
ゲ ル サ ン プ ル を乾燥して オ ー ト ラ ジオグ ラフ イ ー
に かける.
この よう に して得られた RL G Sパ タ ー ン の 一 例を既3
に示す4'. こ の 例は御限酵素A, B, C として各 々 Nott-
Ba TnHI-Him/Ⅰを用い て , マ ウ ス ゲノ ム D N A を処理 し
たもの で ある. 2000個以上の 座位を多くの均 一 な強度を
示すゲ ル ス ポ ッ ト (diploidに対応) と し て みる ことが
で 善 る. 制限酵素A とし て は NotI以外に も様々 な制限
酵素を用いる ことが でき, そ れ に よ っ て 検出す べ き座位
の数を拡張する ことが可能で ある. 表2は8塩基羅識酵
素含む制限酵素の 一 例 である 1
8)
.
RI.G Sの詳し い実験手
技に つ い て は文献19を参照された い.
3. ス ポ ッ トク ロ ー ニ ング
2000個以上の ゲ ル ス ポ ッ ト か らな る RIJGSパ タ
ー ン
を2牧童ねあわせ ると, は とんど の ス ポ ッ ト は位置も強
度も同じであるが, と こ ろ ど こ ろ に特定の ス ポ ッ トが ど
ちらか の パ タ ー ン で 消えて い たり, 強度が半減して いた
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図4 脳発生段階で 挙動を異にする R LG Sス ポ ッ ト の例 (文献4)
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軸
り, 強度が非常に強くな っ て い たりする(園4 に 一 例を
示した). こ の ような ス ポ ッ ト に対応する廃位に つ い て
より詳細な解析を進める ため に は, 問題とする ス ポ ッ ト
か ら標的とな■る ラ ン ド マ ー ク の DNA断片を単離 ･ 回収
する ことが必須となる. し か し, 高等動物ゲノ ム の よう
な大きなサイ ズ の ゲノ ム で R L G Sを行 っ た壕合に は ,
ラ ン ド マ ー ク ス ポ ッ ト の位置に は, ラ ン ド マ ー ク D NA
断片とサ イ ズだけ■は同じで ある非榛識D N A断片が, ラ
ン ド マ ー ク D N A断片の2000倍以上も存在して い る . こ
れ に加え て , 1回 の R工JG Sに 用 い るゲノ ム D N A量 は
1.5FLg程度であり, これほ棲的 D N A断片が ス ポ ッ ト か
ら100% 回収されたとしても, 0.75attom oleB(7.5⊃こ10
'19)
程度の畳に しかならな いなど, 標的D N A断片をク ロ ー
ニ ン グする に は大きな障害があ っ た M ). 従 っ て , これ ら
の問題を克月艮するための 技術的な換討が行われ, 標的
D N A断片を特定の ス ポ ッ ト か らク ロ ー ニ ン グで きる い
わゆ る ス ポ ッ ト ク ロ ー ニ ン グの技衛が2 つ 開発された .
そ の 一 つ は PC R法を用い た方法であり11), もう 一 つ は
ラ テ ッ ク ス ビ ー ズを用い た方法である Z宜). い ずれもラ ン
ド マ ー ク の 制限酵素切断部位の ユ ニ ー ク な配列に着目し
て, 標的DNA断片の ク ロ ー ニ ン グに成句したもの で あ
る.
4. RLG S法の 応用
4. 1 王l伝解析
R L G S法を家系解析に応用する こと によ っ て, 遭伝地
図な どを高遠 に作成する ことが で 善る. た と えば家系の
異な る2種の マ ウ ス で R L G Sパ タ ー ン を比較すると,
両者 で位置が異なる ス ポ ッ トが出現する. こ れはどちら
か の 家系に特有の多型 ス ポ ッ ト である. 掛け合わせ によ っ
て この 多塾 ス ポ ッ ト の有撫およ ぴ強度 (haploid な ら1
の 潰さ, diploid なら2 の渡さとなる) が子孫に どう伝
わるか を追跡すると, Flで はす べ て が1 の嶺さ の ス ポ ッ
ト で あり, F2 で は漬さ2と潰さ 1 とス ポ ッ トな し の 割
合が1 : 2 : 1 とな り, まさ に メ ン デ ル の法則に したが っ
て い る こ とがわかる. 基本的に は こ の ように 家系特有の
多型 ス ボ ッ
■
ト に着目し, 家系を解析する こと に よ っ て ,
各多型 ス ポ ッ トの染色俸上の 位置情報を得る ことが で き
る. こ の際問題となる の は, 如何 に して 多型ス ポ ッ トを
沢山拾 い出すかと いう こと で ある. 林崎らは, たとえば
C57B L/6 の よう な ラ ボ マ ウ ス と M . spT･etuS の ような
野生 マ ウ ス とい っ た遺伝的にできるだIナかけ離れた2種
の マ ウ ス を用い る ことに よ っ て, 多くの多型 ス ポ ッ トを
拾い 出し, それらの マ ウ ス染色体上で の位置を特定する
こと に成功し て い る氏T'. こ の よ
.
う な RIJG S法に よる遺
伝解析は, 特に今まで遺伝地図などあまりない ような生
物に も適用で き, そ の生物のせ伝地図を高速に作成する
こともで きる8).
4. 2 #
癌ほD N Aの多段階変化による細胞の異常増殖で引き
起 こされる疾患であり, R L G S法 は こ の分野でも強力な
解析手段とな っ て きて い る. 癌化に関連した DNA特定
領域の増幅や欠失は, R L G Sス ポ ッ トの濃淡や消失tj:ど
で容易に検出する ことが で きる 柑 '. 癌化 に はD N Aメ
チ ル化も関係しており, プ ロ トオ ン コ ジ ー ン で の低 メ チ
ル化や痛抑制過伝子 ･ 細胞分化に 関与する遺伝子 ･ ホ ル
モ ン 受容体漣伝子などで の高メ チ ル化な どが知られて い
る○-. こ の ような癌化に関連した メ チ ル 化変化も, メ チ
ル 化感受性の 制限酵素を用い る こと に よ っ て, R工ノGS法
で検出する ことが可能である8). 特に RI.GS法は. 多型
ス ポ ッ ト の遺伝地図と多型ス ポ ･y ト の有無とから, 全ゲ
ノ ム 領域に渡 っ て LOE (1oBさ Of hetro zygo8ity) の 位
置を特定し得る1j:ど, 威力を発拝して いる ○つ.
4 . 3 DN A メチル化パタ ー ン の解析
将乱数物の D N Aで は, CpG の シ ト シ ン 残基 の 5
' 位
で メ チ ル化が起こり,.特に CpG ア イ ラ ン ド と呼ぼれる
領域で の メ チ ル 化は, そ の下流の遭伝子の発弟と関係し
て い ると考え られ て い る. R L G S法で は, ラ ン ド マ ー ク
用 の制限酵素 A と して メ チ ル 化感受性の 啓素を用 い る
と, ゲ/ ム DNA の メ チル化状態をス キ ャ ンする ことが
で きるa). 従 っ て, R L G Sで癌化に おける メ チ ル化 の 変
化が検出で きる ことはすで に述 べ た. そ れ以外に発生過
程で の メ チ ル化変化や株化細胞で の メ チ ル化 の変化な ど
も調 べ られ て い る 4BS). 囲 3 はマ ウ ス 胎児脳の ゲ ノ ム
D N A をメ チ ル化感受性制限酵素Ⅳo£Ⅰで処理し, R L G S
を行 っ たとさの RL GSパ タ - ン で ある . 脳 の 各発生段
階で 同様に得られた R L GSパ タ ー ン を比 べ て , 著者ら
は2600ス ポ ッ トの うち挙動の異なる44個の ス ポ ッ ト を見
出した. そ の 一 例が図4 であ る . ま た彼らは各ス ポ ッ ト
か ら標的D N A を回収し, ス ポ ッ ト の消失が NotI部位
で の メ チ ル化と関係して い る こ とを サ ザ ン 法 で 証明 し
た 4). 更 に , R L G Sス ポ ッ ト か ら脳発生段階で メ チ ル 化
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が琴わ る新規遭伝子を単離し, 脳発生段階や脳部位で の
発現を解析した ことも報告して い る B J'. R L G S法で は こ
の よう にゲ ノ ム 上 で の メ チ ル化を ス キ ャ ン できる ことか
ら, ゲ ノ ム イ ン プ リ ン テ ィ ン グに関係 した遺伝子の系統
的な検索も試みられ て い る. ゲ ノ ム イ ン プ リ ン テ ィ ン グ
と い うの は, あ る特定の遺伝子が父親 もしくは母親由来
の 対立遺伝子座 (allele) の 一 方 の み か ら選択的に発現
する現象である. こ の点父親由来のゲ ノ ム と母耕由来の
ゲノ ム とは遺伝的に必ずしも等価で ほなく, 従 . I, て 腫発
生に は父親由来お よび母親由来いずれ の ゲノ ム も必要で
あ る こ とが示唆されてきた . ま た, こ の ようなゲ ノ ム イ
ン プリ ン テ ィ ン グ に かかわる遺伝子がイ ン プリ ン ト遺伝
子書占】と呼ばれ, そ の 発現は D NA の メ チル化と関係して
いる ことが知られ て い る. 従 っ て , R L G S法で イ ン プリ
ン ト遺伝子を系統的に 検索する に は, 次 の ような ことが
行われる. た と えば ラ ン ド マ - ク用 に メ チ ル化感受性の
r a re c tl te rで あ る NoLI(G CG G C C G Cを認識) を用い
る と, こ の認誠配列の約89% は CpG ア イ ラ ン ド に局在
し て い る 26)こ と から, 転写の制御に関係した D NA の メ
チ ル化を優先的に子牛 ヤ ン で きる こと にな る. こ れ に加
え て NotIで 出現する多勢 ス ポ ッ ト を母親 由来か父鶴由
来か いずれか 一 方 の み に関係して い るか の観点から着目
し追跡するこ と に よ っ て, イ ン プリ ン ト遺伝子を特定す
る ことが できるの である. 実際こ の方法を用い て イ ン プ
リ ン ト遺伝子を検索できた ことが報告され て い る 弘 且t:孤
4. 4 c D NA解析
R L C S(Re st riction Landm ark cD NA Sc a n ning)
法は, c DN A解析にR L G S法を応用した もの で ある
.
従 っ て R L G S法と同様に多数の C D N Aを 一 度 に ゲ ル ス
ポ ッ ト と し て視覚化で阜 且 つ ゲ ル の 強度からそ の 発現
量を定量する こともできる5 '
. ま た, P C R法を用い な い
の で , differ e ntial display･法で は しば しば問題と なる
ノヾイ ア ス やfalse positive の問題'9' 31' を回避 で き る他,
感度も十分にあり レ ア rrlR NA を検出で きる n . ス ポ ッ
ト ク ロ ー ニ ン グ に つ い て も, 技術は確立さ れ て おり, す
で に いく つ か の研究室で単離された遺伝子の報告が され
て い る a2 ■ 88)
. 実 際 の 実験手技 に つ い て は文献36に 詳し
く述 べ られて いる .
4. 5 微生物ゲ ノ ム へ の応用
R L G S法を応用して微生物の ゲ ノ ム を解析した例と し
て , メ チ シ リ ン 耐性黄色ブ ド ウ球菌 (M RS A) の メ チ
シ リ ン耐性に関する研究を紹介する 38】.
M R S Aは, メ チ シ リ ン はもとよりす べ て の β- ラ ク タ
ム 剤な ど ほとん どの 薬剤に抵抗性であり, 騰沫的に も社
会的にも大きな問題となり つ つ ある. 本来 M RSA は,
通常の ペ ニ シ リ ン結合タ ン パ ク質(P E P)以外に PBP2,
ま たはPB P2aと呼ばれるβ- ラ ク タ ム 掛 こ親和性の 低 い
P B P(以下PB P 2'と称する) を新た に塵生 し, β- ラ ク
タ ム薬に耐性を示す3 … '. こ の 耐性 に必須で あるP B P 2･
は, me cA という黄色ブ ド ウ球菌に と っ て は外来の 適伝
子に コ ー ドされて い る4 川 )
. しか し, 臨床分離M R S A
は, メ チ シ リ ン M IC が6･3 か ら1,600〟g/ ml以上とその
耐性 レ ベ ル に かなりの幅がある . M R S A が高度耐性に
な る に は, Tn eCA の存在が必須である以外に何 らか の 他
の 因子が園与して い る ことが推測されて いたが , 余りよ
くわか っ て は い なか っ たし, 今 でもまだよくわか っ て い
な い
. El本 で は198o年代の初め に は, 低濃度耐性の もの
が主であ っ たが, 近年の分離株は高濃度耐性の もの が多
く, β- ラ ク タ ム 薬 で の 治療が より困難な もの とな っ て
きており, M R S Aの 薬剤抵抗性が何故低 レ ベ ル か ら高
レ ベ ル へ 高ま っ て しまうのか, そ の機構を明らか に する
こと は, 臨床的に も製薬的に も関心の高い もの と思われ
る.
シ オ ノ ギ製薬研究所の村上 らは, こ の M RS Aの 高度
耐性化機構を調 べ る ため に , M R S Aの 染色休DN Aを
R LG S法で解析する ことを試み た88 '. 臨床 にお い て 分離
されてくる高度耐性株 (メ チ シ リ ン M IC 400〟g/ ml以
上) は, 中等度耐性株 (た とえ ばメ チ シ リ ン M IC 6.25
LLg/ ml) か ら高頻度に 出現する高度耐性株の 一 部 が選
択されたもの と考え られ て い る. そ こ で彼らは, メ チ シ
リ ン中等度耐性株S. a ur e u s.S R 17238 と, 同株か ら メ チ
シリ ン400〟g/ m l含有寒天プ レ ー ト 上 で選択 された高
度耐性変異株S, a Lreu S SRM1648に つ い て , R LG Sパ
タ ー ン の 比較を行 っ た と ころ, 両者で は2 つ の ス ポ ッ ト
に差異が認 められた (図5). S R17238に 認 め られ る
Spotl と2 はS R M 1648に はなく, 逆 に SRM 1648で は
Spot4が新た に出現し, Spot3 はSR 17238の ス ポ ッ ト
に比 べ て 2倍の 強度を示し て い た (図5の B と C). 各
ス ポ ッ トか ら D N Aを回収し塩基配列を解析したと ころ,
Spot lと3 とが, また Spot2 と 4とが対応する こと ,
ま た ス ポ ッ ト の位置から高度耐性株S R M 1648で は, 戟
株のSpot lと2 に相当する配列 に何らか の変異を生 じ,
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図6 欠失領域周辺の O R F群の概略図D 高度耐性株SRM 1648で は
欠失に よ っ て 融合遺伝子が生じて い るo
よ り配列の短い DN A断片に相当する Spot3 と4 が生じ
たもの と思われた. そ こ で Spotl と2 に対応する プ ラ
イ マ ー (プ ライ マ ー 2 と 1) を設定し, 親株な らび に高
度耐性株 に つ い て P CR を行うと, 親株と高度耐性株か
らは3.5 k b と1.91【b の そ れ ぞれ D N A断片が増幅して き
た ことか ら,
■
1.6 kbの欠失が高度耐性株で生じて い る こ
とが明らかと な っ た.
更 に , S. a LT･e uS SR 1 7B38の スZA Pゲ ノ ム ラ イ ブ ラ
リ ー を ス ク リ ー ニ ン グし て , こ れらD N A断片を含む長
さ6.5 kbの 塩基配列を決定した. そ の結果 こ の配列に は
h也s
5 つ の ORF (Ope n reading fr a m es) が あり (図6),
4 つ 目の O R Fの開始 コ ド ン は上流 ORF の C 一 末嶋 ア ミ
ノ酸 の コ ド ン と共通で あ っ た. 次 に S R M 1648の 欠失償
域がど こ で あるかを爾 ･R<る た め に , 別 に作成した H ird
皿処理 S R M 1648染色体 D NA (2.5 kb) ライ ブ ラ リ ー
杏, すで に述 べ たプ ラ マ - 1 と 2 で増幅されるS R M1648
PCR 産物をブ ロ ー プと し て ス ク リ ー ニ ン グ した. そ の
結果. 1591塩基が , 高度耐性変異株で は欠失して い る こ
と, ま た こ の欠失は3 つ の ORF にま たが り, 1 つ の融
合遺伝子とな っ て い る こ とが判明した ( 図6).
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S R M 1648はS R17238年.ら得られた高度耐性株で ある
が
,
由 M 1 648と同様に高度耐性株と して 得 られ た1900
の コ ロ ニ ー に つ い て も, 欠失の 状況を PC R法 で爾 ペ て
みると, 14コ ロ ニ ー (CI.74%) に欠失が認め られ, そ の
うち の13コ ロ ニ ー は S R M 1648 と同様の1.6kbを欠失 し
て い た
. ま たそ のうち の1 つ は0.5 kbの 欠失を示すもの
(s RM1663
‾
と命名) で あ っ た. そ こ で , こ の SR M163
に つ い て 欠矢部位を調 べ た と こ ろ, .
や はり4 つ 目 の
O R Fの部分に474塩基の 欠失が認め らた. こ の こ とから,
4 つ 目の O R Fにおける欠失が高度耐性化に 関係 して い
ると考え られ る.
4 つ 目の O RF は291の ア ミ ノ酸配列 (分子量32.7kDa)
からなり, ホ モ ロ ジ ー 解析 の結果か ら, C端伽半分 の 配
列に は Ba cLllus s ub tilis [ytC遭伝子に コ ー ド さ れ て い
る N-&cetylmtlram Oyl-L -alanin e ami das e の 配 列 と ホ
モ ロ ジ ー (ア ミ ノ酸 のide ntity と して369i, si mi la rity
として62% )が ある ことがわか っ た (そ こ で こ の 4 つ 目
の O R F は抄t Hと命名), Lyt王i はま た B. s ubtili8 の
CwICタ ン パ ク質(spo rtlhtion に特異自繊岬包壁hydr ol乱S6)
の a mida8e領域と も･30 %の ide ntity を 示 し た が ,
S･ a u T･e u Sの 如A や atは コ ー ドされ て い るN-acetylm11-
ra皿 Oyl- L- ala nin 8 ami daseとは顕著な相同性 を経 めな
か っ た
.
1ytH以外の O R Fに つ い てもホ モ ロ ジ ー 解析を行 っT=.
最初の ORF (516bp) は大腸菌apt にコ ー ド され て い
る ade ninephospl1 0 ribosyltransfera8e と相同性があり,
本0,
RF は att と命名された (172 ア ミ ノ散残基か らな る
分子量19.1kDaの タ ン パ ク質). 2番目のO R F(2,20Bbp)
紘, 大腸菌の A T P: G Y P3'-p yropho8Photra n Bfera se
や gu8nOSine 5
'
,3
'
- polypho sphate [(p)p pGp p] 3
'
-
pyr opho畠phohydr olase と ア ミ ノ酸 レ ベ ル で 相同性が あ
り, T･el と名づiナられた (736ア ミ ノ 酸からなる分子量84.
5kDの ダ ン パ ク質). 3番目の O RF (450bp) 紘, 最初
の O R Fと48%の ide ntity を示す こと から oTfl と 一 時
的に命名された (分子量16.7k Da で150ア ミ ノ 敢残善か
らなるタ ン ′ヾク質). 5番目の O R F(1260bp) 紘, 大腸
菌 や S. eq 血imilis の hisS で コ ー ド さ れ る histidyl
tR N A合成酵素と ホ モ ロ ジ ー を示すこ とか ら, 本ORF
はhisSと命名された(420ア ミ ノ 酸残基 からなる分子量
48.3kDaの タ ン パ ク質).
最後に著者ら吐 こ こ で示されたIytH の 欠失が高度
耐性化をひきお こ して い るか どうかを実際に確露するた
めに, 欠失変異株を人為的に再構築する実験を行 っ て い
る. ZytH にす で に 述 べ て 重た欠失を示すS RM1663由
来の D N A断片 (2.5kbの H ind II断片) をク ロ ラ ン フ ユ
ニ コ ー ル 耐性 マ ー カ ー をも つ ベ ク タ ー に 連結し, 中等皮
耐性を示す MRSA (メ チ シ リ ン M IC12.S〟g/ ml) に
導入し, 薬剤を含まない寒天培地で コ ロ ニ ー 巷選択した.
コ ロ ニ - と し て大小の2種類が認められ 各々 の コ ロ ニ ー
の PC R解析か ら, 次 の こ とが判明した . 1) 小さな コ
ロ ニ ー 10個 のうち6 つ にやはり小 コ ロ ニ ー を示すS R M
1648 と同じ1.6 kb の欠失が認め られた. ま た小 コ ロ ニ ー
の もの で は メ チ シ リ ン M IC1600/∠g/ mlの 高度耐性化が
認められた. 2) 大童な コ ロ ニ ー 10個 に つ い て はす べ て
欠失 は認め られず, 耐性度に も変化 はなか っ た. これ ら
の結果 は, lytH の欠失が確かに メ チ シ )) ン 高度耐性化
をもたらして い るととを示 して い る. ま た著者らは, 刺
の方法で こ の欠失が, S R M1648と同様の 染色体位置 で
生じ て い る こ とも確認して い る.
5. 展望 一 美菌ゲ ノ ム へ の応用
RLG S法が初め て世 に で て 2)既 に ほぼ10年に なる. こ
の間本法は, 高等動物を対象と したゲノ ム や c DNA の
解析に使用されたきた. 最近 で は マ ウ ス で の神経系遭伝
子の研究や植物ゲノ ム の メ チ ル化 の解析, また応用的な
研究と して家畜や植物の遺伝解析にも使われは じめ て い
る
､ 海外 に も何十台かめ泳動装置が輸出されて い る とも
聞い て い る. そもそも R L GS は冒頭 で も述 べ た よう に
サ イ ズ の大きなゲノ ム の解析用に 開発されたもの であり,
そ の せ い か, 何故か微生物を対象とした解析に は RL GS
法 はあまり使われ て こ なか っ た . し か し, 村 上 ら の
M R S Aの研究で紹介したよう に , 微生物 の ゲノ ム 研究
に は R L G S法はきわめて パ ワ フ ル な手段と なり得 る.
S. a uT･e u Sの 場合 そ の 染色体 D N Aの サ イ ズ は2.7_2.a
M b4 8) で あるから, 1000個以上の ス ポ ッ トを十分分離で
きる解像度をもつ R L G S法で は, 各ス ポ ッ ト D N A断片
はすで に精製された均 一 なもの と考えられ, 後 の ク ロ ー
ニ ン グの 操作が格段に楽に なると期待されるの で ある.
一 般 に微生物のゲノ ム は染色体 D NA の他 に プ ラ ス ミ ド
D N A, プ ロ フ ァ ー ジ や ト ラ ン ス ポ ゾ ン か らなるもの の,
染色体D NA の サ イ ズ に 関し て言えば, 細菌類を含む原
核細胞の 場合0.6-10M bN) で あ り, ま た真菌に つ い て は
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たとえばSacchaTIO myCeSCere Uisiae が12Mb一石), CT･y PtOI
co c c u sne ofo r ma n sが23 M b-a)と報告されて い る. 6塩
基証紙の 制限静東部位吐, 計舞上4096塩基 に1箇所の 割
合で現れ る. ■こ の計算だと大腸菌の よう な4.64 M bの サ
イ ズJ l)の染色体D N Aで は, 6塩基認識制限酵素部位の
数は約1100箇所と い う こ と に な る . ゲ ノ ム サ イ ズ が20
M b以上に もなる真菌の よ うな場合に . M RS A と同 じ様
に R L G S法は有効で あろうか . 当 たり前で はあるが ,
実 は制限酵素部位の出現頻度は, 制限酵素の確実引こよ っ
て かなずしも同じで はな い . 例えば, 入D N A(48502bp)
を例 にとると, 6塩基認識部位は計算上12簡所とTj:るが,
酵素が MscI(TGG/C C A) の 場合は18箇所, これ に 対
して KasI(G/G C G C C)の場合は1箇所に過 ぎな い .
計募債の数よりも, 実際の 部位は1/10以下とい う こと
も十分に ある の で ある. 従 っ て CTy PtOC OC Cu S n e OfoT･ -
1n aTZS の ような真薗の場合でも, 出現頻度の 多少 を考慮
して 6塩基制限酵素認敢部位を選 べ ば, M R S A と同じ
ように RLG S法が十分適用できるもの と思われ る.
R L G S法やR L C S法姓どの ように真菌の D N A研究に
適用で きる の であろうか. 尭ずは, 正確な精度の高い真
菌の分類が できると いう ことが考えられる. 数千 の ス ポ ッ
ト からなる R LGS パ タ ー ン が, 各々 の真薗で異な っ て
い る に ちが い な い か ら で ある . 同 じ CT3･PtOC OCCuS
n c o/oTITn a n Sで も C. nco/o T7n an S V即 ∴ TW O/Or Tn a n Sと
a. n eoforTn an S VAT . ga出iとの 違 い もR L G Sパ タ ー ン
で 区別される に違 いな い . 数千個の ス ポ ッ ト の うち両者
で異なる ス ポ ッ トが数個と いう こと であれば, そ の ス ポ ッ
ト の DN A断片を調 べ て v ariants 特異的配列 を特定す
る ことが できよう.
特 に 病原性 と いう観点か ら, 非病原性 と病原性の
v aria.zl七島 を比較するこ とは大変意義深い こ とで あろう.
両者 で遠 い の ある R L G Sス ポ ッ ト か らは, 病原性と関
係する塩基配列情報を得る ことが で き, そ の配列は診断
や, 薬剤の 囲発に利用できるか ら である. 更に病原性機
構を廃明すると い っ た生物学研究に利用で きる の はもち
ろん である.
一 般 に 札p形質の異なる遺伝的に 同 一 か よく似た2種
赦の真菌を R I,GS･ R LCSパ タ ー ン で 比較する こと によ っ
て , そ の形質に関与したゲノ ム 上の 逢 いや遺伝子発現の
違い を系統的に検索し, 養 い の ある ス ポ ッ トが み つ かれ
ばD N A を回収して更なる解析に利用で きる よう に なろ
つ .
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